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nie można jeszcze vz tej chwili całkowicie potwier-
dzić. Nie można również jeszcze odpowiedzieć na
szereg pytań związanych z tozpoznawaniem ,stanów
zapalnych meto,dą analizy_ immunoelektroforetycznej.
Nie r,viadomo np. jak ,będzie wygiądał ,obraz immu-
noelektroforetyczny śluzr-t przy stanach zapalnych po-
s zczegd:Iny cl-t od cinków układu r o,zr,odczego.

W pop,rzedniej pracy przyjęto tezę, że cyktriczne
zmiany w o,brazie immunoelektroforetycznym śIuzu
w ciągu cyklu płciowego §ą wynikiem oCdziaływania
hormonów płciowych na błonę śIuzową ,i jej czyn-
ność wydzie\niczą. Zanik precypitacji w śluzie ru-
jorvym, a tym samym brak białka surowiczego w
iyrrr okresie cyklu w śluzie wyjaśniono oddziaływa-
niem hormonów estrogennych na układy: ł<was hia-
luronowy - hialuronidaza (1).

W obecnie opisywanych badaniach stwierdzono, że
-w stanach chor,obowych w śluzie rujowym ,występu-

je rvyraźnie zrraczna d,omieszka białka, która mani-
iestuje się liniami precypitacyjnymi w imrnunoełek-
trofoiogramie śluzu. Jeżeli ,taką precypitację stwier,-
dzamy-w przypadkach chorobowy,ch po,twierdzonych
badańiem xtińicznym rsprawa nie wy*naga specjal..
nej interpretacji, ponieważ zupełnie,zt,ozurniałym
fai<tem jeit obecność białek surowiczych w przebie-
gu wyraźnie stwierdzanego plocesu zapalnego. Nato-
ńia.st' o,becność białka rł, śluzie w tych wypadkach,
gciy klinicznie nie stwier{za się procesu 

. zapalnego
i ńołna ,mieć jedynie podejrzenie co do jego oĘe9-
ności - *y-aia Ódpowiedniego wyjaśnienia. ]Myjaś-
nienie to ctótycŻy nie tyle udowodnienia istnienia sta-
nu zapalnego, ponieważ zaga-dnienie to jest od daw-
na Cyit<utŃińe i w rvielu wypadkach. podejrzewa
się jógo występowanie. Brak było dotychczas odpo-
wiednich metod pozwalających na jego rozpoznanie,

Wydaje ,się, że najbar,dziej istotną. jest, sprawa, na
drodze jakicń mechinizmów do takich stanów może
ÓÓ.rroOrie. Zagadnienie to będzie tematem. dalszych
szczegółowych badań, rriemniej moż.na przyjąć nastę-
p"ią.ą rtezó r,obo,czą, kióra mogła by tłurnaczyć ob-
i"i*o*".r" fakrty: w tych wypadkach,. gdy .w oi<resie
rujowym istnieje niedostateczny pozrom rrormonow
esir,og-ennych, wóvrczas nie dochodzi d,o prawidłowego
uniecŹynnienia ptzez estrogeny hialuronidazy. In-
nymi iłowy ,_.usŻczelnienie" bło,ny śluzowej nie jest
*ó-c"", dosiateczne i doprowadza do przenikania
białelk su.rowiczych do śluzu, również w okresie ru-
jowym.

Teza ta ma ,swe uzasadnienie w badaniach wyko-
nanych przez Mżchali,k,a (5), który wykazał, że p,o,d

wpłyr,veń progesteronu zawartość białek surowic,zycil
w s]uzie ulega zwięl<szeniu,

W świetle tych danl,ch, jak również na po,ds,tawie
opisanych doświadczeń w 

-niniejszej pracy (tab. 2)

ńożna" przypuszczać, że jedną z ptzyczyn powodu-
jących"6orłisńawanie stanów- ząpalnych , rn]acicy (en-
dóńetriiżs1 są stany nie,do,czynności układu d,okrew-
nogo, przebiógające z obniżonym poziornem estro-
genów.

Senze i wsp., wykotrując badan,ia za pom,ocą testu
krystalizacji śiuzu, stwierdzili, że brak zacieleń wy-
stępował w tych cyklach, które przebiegały ze sła-
bą krystalizacjĘ śluzu ru.jowego (?).

Wniosek tati znajduje ,również uzasadnienie w
obserwacjach, jakie poczyniono w tych wypadkach,
gdy podejrnowano próby 1eczenj.a end.ornetrźtżs dro-
gą domacicznego podawania estrogenón, (3),

Z tym pr,zypuszczeniem pokrywają się też włas-
ne obserwacje, ponieważ w badaniach, }<tóre przed-
stawiono w tab. 2 obserwowano zmiany -w obrazach
immunoełektroforetycznych śluzu zachodlzące w ko-
lejnych cyklach.

Przedsta,wione wnioski znajdują potwierdzenie w
badan,iach Ili,znera (6). Au;tor ten wykonując biopsję
macicy u 136 krów, u których występowała ,,nie-
płodność tlezobjarvowa", w 61,B9o stwierdził histo-
logicznie stan zapalny.

ist,otnymi spostrzeżeniarni, jakie poczynił ten au-
tor były te -baciania, które wyka,zały, że u 59,10/o

przypadków histo}ogicznie potwierdzono stan zapalny,
natomiast badanlern klinicznym ,stanów tych nie
można było zdiagnozować.

Przytacza.ne tego rodzaju badania histologiczne są
żbieżrre z własnymi doświadozeniami, jakie przepro-
wadzono stosując metodę immui4oelektroforezy.

Podsumowując powyższą dyskusję nad wynikami
badań, należy podkreślić, że niniejsza praca ma na
celu tylko wykazanie i udowodnienie występowania
różnic, jakie obserwowano w badaniach immuno-
eiektrofcrećycznych śluzu i wykazanie, że różnice te
mogą być wykorzystane do celó,w diagnostycznych,

Wprowadzenie metody imm_unoelektroforetycznej
dla -diagnostyki i badań nad przyczyna,mi niepło,d-
ności kńw, ivyr.,*a szereg problemów metodycznych
o.u" r161rych zagadnień dotyczących etio-patogenezy
same,§lo piocesu Ćhoroborvego. W niniejszej pracy tyl-
ko niekfóre zagadnienia został,v poruszone i wyma-
gają dalszego opracowania.
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Zamrazanie nasienia trykow w niskich temperaturach
ll, Doświadczenia z rozcienczalnikami
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Wprowadzc ne przez Pol,ge'a i Roussana (1952) rach nasienia buhajów, p,oZWoIiłY na wprowa-
c}łuqbtrwałe kcnierwowanie nasienia buhajów dzenie tej met_odydo praktyki sztucznego una-
w -niskich ternperaturach otworzyło nówe sieniania bydła. Tymczasem, dotYchczas Po-
mozliwości wvkoi,zystania rozpłodnika męskie- dejmowanc próby zamtażan7a nasienia trYkóW,
gl. w hodowli. DońIe wyniki uzy§kane przy wskazują na konieczność opracowania innYch
użyciw konserwowanego w niśkicń temperitu- met,od postępowania, niż st,osowane w odniesie-
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niu do nasienia bńhajów *. Mimo doda,tniej oce-
ny n^asienia po zamrożeniu, wyniki unasienia-
nia pozostają bowiem nadal jeszcze poniżej gra-
nicy wymaganej dia praktycznego zastosowa-
nia metody.

Wobec istotneg,o znaczenia dla hodowli owiec
metody konserwacji nasienia w niskich ternpe-
raturach, podjęte zastały w 1963 r. w Instytu-
cie Zootechniki badania nad konserwacją na-
sienia tryków w niskich temperaturach.

Z,ostaŁy przeprowadzone ttzy doświadczenia
z zarnrażarliem nasienia tryków w niskich tem-
peraturach (płynny azot 1ub zestalony COz).*

W pierwszlłn doświadczeniu ,badano rnozli-
wość uzycia do rozcieńczania nasienia różnych
rozcieńczalników.

W drugim doświadczeniu starano się określić
rvpływ temperatury w jakiej dodaje się giice-
ro1 do rozcieńczonego nasienia na ruchliwość
plemników po odmrożeniu.

W trze cim doświadczeniu przeprowadzonc
próbę unasieniania owiec na,sieniem zamrażo-
nym do tempcratury - 79".

Materiał i metody
Do doświadczenia użylo nasienia, pochodzącego od

8 tryków rasy merynos polski w wieku od 1,5 do 4 lat.
Pobieranie, ocena i wstępne przygotowanie nasienia,
przebiegało w kolejnych doświadczeniach według nie-
zmienionego układu. Po pobraniu na sztuczną pochwę,
każdy ejakulat oceniano szacunkowo pod mikrosko-
pem na stoliku Bloma i określano jego przydatność
do zamrażania (minimum 807o piemników wykazują-
cych ruch postępowy przy minimalnej gęstości sza-
cunkowej SD). Po rozcieńczeniu w sposób poniżej
opisany (doświadczenia I, II, III), nasienie było pod-
darvane 18-godzinnej ekwilibracji w temperaturze
*3'. Po ekwilibracji nasienie oceniano, a następnie
poddav;ano procesowi zamrażania, stosując następu-
jący schemat obniżania temperatury:

od ł3 do -15 - 1olmin.
od -15 do -25 - Zolmin.
od -25 do -?6 - 5-10o/min.
.Tako środka chłodzącego używano mieszaniny alko-

holu i zestalonego COz. Po uzyskaniu temperatury

-76o, w dwu pierwszych doświadczeniach nasienie
przekładano do termosu z płynnym azotem (-1960).

I. W pierrvszym doświadczeniu porównywano roz-
cieńczalnik żółtkowo-cytrynianowo-glukozowo-glice-
rolowy (ż. c. g1. g,) wg Łopatkż i Ostaszki, (1962) z
rozcieńczalnikiem mlekowo-żółtkowo-glukozowo-gli-
cerolowym (m. ż. g1. g.). Skład rozcieńczalnika ż, g.
gl.g.:

cytrynian sodu (dwuwodny)
glukoza
żółtko iaja kurzego
woda destylowana
glicero1

Skład rozcieńczalnika m. ż. 91. g.:
mleko
żółtko jaja kurzego
glukoza
glicero1

3,5 g
1,5 g

15,0 ml
100 ml
72,0 0h

B3,0 ml
10,0 ml
1,5 g
7,0 0h

Po przeprowadzonej ocenie nasienia ,każdy ejakulat
dzieiolno na dwie równe częśc,i i rozcieńg,7an. k.26*
z nich w stosunku 1 :10 jednym z dwu podanych roz-
cieńczalników w temperaturze ł32o. Po rozmrożeniu

technologią zamfażania naSie-
oddzielnym opracowaniu.

okreśiano procent plemników wykazujących ruch po-
stępowy oraz określano czas przeżywania plemników
w temperaturze t46,5o, w następujących odstępach
czasu od momentu po zamrożeniu: po 1 godzinie, po
24 godzinach i po ? dniach. Ogółem przebadano w tym
układzie 32 ejakulaty.

II. W dalszym doświadczeniu zajmowano się lxlpły-
u,em temperatury doda,wania glicerolu. Podobnie jak
w poprzednim, każdy ejakulat dzielono na drnlie czqś-
ci (A i B). W stosunku do każdej postępowanie było
odmienne.

Część A. Po rozcieflcz.eniu w stosunku 1 : 10, roz-
cieńczalnikiem ż. g.g1. g. w temperaturze f 32", nasie-
nie ampułkowano. Następnie umieszczano w łaźni
wodnej ] schładzano do temperatury około ł3o.

Część B. Po rozcieńczeniu w stosunku t:5, roz-
cieńczalnikiem ż. c. g1. bez glicerolu, nasienie umiesz-
czano w łaźni wodnej i schładzano w ciągu 2-3 go-
clzin do temperatury około *3o. W tej temperaturze
przeprowadzano ostateczne tozcienczenie w stosunkrr
1 : 1, rozcieńczalnikie,m zawierającym gliicero,l.

Po jednej i po 24 godzinach od ukończenia zamra-
żania, nasienie odmrażano w-tempe::aturze .l3Bo i oce-
niano pod mikroskopem procent plemników qlykazu-
jących ruch postępowy. Doświadczenie przeprowadzo-
no na 12 ejakulatach.

1IL W trzecim doświadczeniu przeprowadzono pró-
bę inseminacji owie,c n,asie,niem zamł:ożo,nym do tern-
peratury -?9o. Doświadczenie przeprowadzono w
jednym z zakładów doświadczalnych IZ, używając
nasienia tryków z tarntejszej owczarnj. Nasienie po
pobraniu i o,cenie, t ozcieńczano razcień,czatrnikiern żół t -
kowo-cytryn4anowo-glukozowo-glicerolowym w takim
stosunku, aby koncentracja żywych plemników w
jednej dawce inseminacyjnej (0,2 ml) wynosiła około
200 milionów, przewidując, że w trakcie zamrażania
straty wyniosą około 50-60%. Ogółem unasieniono
36 owiec, nasieniem pobranym od 5 tryków,

Do obliczeń statystycznych dwu pierwszych doś-
wiadczeń, zastosowano test ,,t" - Studenta.

Wyniki
W tr doświadczeniu, przeprowadzanym w ce-

lu określenia przydatności dwóch różnych roz-
cieńczalników do tozcieńczania nasienia, ptze-
Znaczonego do ZamraŻania uzyskano wyniki
przedstawione w tabeli 1.

Tab, 1. Porównanie ruchliwości i czasu przeżywania
nasienia, rozcieńczonego dwoma rozcieńczalnikarni,

po zamrożeniu do -196'

Różnice rniędzy wartościarni w procencie
plemników wykazujących ruch postępowy
i w czasie ptzeżywania plemni[rów w tempera-
Łurze ł 46,5o, dla obu badanych rozcieńczal-
ników, ofi<reślone testem ,,t" Studenta byb,
nieistotne statystycznie.

W II. doświadczeniu, nad określeniem wpły-
wu temperatury dodawania glicerolu do nasie-
nia nie stwietldzona, pr7,y pDmocy testu t §trt-
denta istotnych statystycznie róznic. Ruchli-

Czas przeżywania
w temp. +66,5'

w min,po I po mrożeniu
Robraniu| 1 hi24hl?dn

ż.c.gl.g.

*) Zagadnienia związane z
nia trylśów zostały ujęte W
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wość plemników w nasieniu rozcieńczanym roz,
cieńczalnikiern zawierającym glicerol w *32"
wynosiła średnio 410/o plemników o ruchu po-
stępowym, podczas gdy w na-sieniu, do którego
dodawano gllccrol w rozcieńczalniku w tempe-
raturze *3o wynosiła 350/o.

W III. doświadczeniu, obejmującym unasie-
nianie owiec nasieniem zamrożon5rm w rozcień-
czalniku ż. c. g1,. g. z I20lł, dodatkiem glicerolu
i przechowywan}r]n przez okres około 14 dni
w ternperaturze -79o, uzyskano rezultaty
przedstawione w tabeli 2.

Tab. 2. Wyniki unasieniania owiec nasieniem
mrożonym

lI

- 1\r Wosc ] Wosc l lr,.p. , , l l _._ l 1oro-, , tryKal po l Ęo Iunas.|zakoc.| ii]u
i lpobraniu]mrożeniul 

-. 
l-' Icent

1

2
3
4
5

wanie techniki postępowania. IJzyskane przez
nas wyniki (II0ld zakoconych maciorek) są zbli-
żone do podawanych przez Emmensa i ry.p. -5c/o (1955), Łogżnauej l Łopgri,na - 16' 1BO/r,l

(1965). Odbiegają natc,miast znacznie od póda-
wanych przez Mackepladze i wsp. 66,20lt
(1960), Łogincu:q -- 5B0/o (1959), Łogżnouq -380/d (1962), Łap_atkę - 52,3c/o (1962), Łopatkę
i-Cstaszkę - 610l,j (1962), Morozowa - 40,1'0lo,

(1959), Pokatiloztlq - 4|,!olo (1960).
Istotną trudność w opanowaniu metodv

zamrażania nasienia tryków stanowi dotych-
czas brak próby laboratoryjnej oceny nasienia,
która rnówiłaby o płodności nasienia. Podobne
obserwacje pcczyniono również przy posł,ugi-
waniu się nasieniern płynnym, gdzie ocena la-
horatoryjna tylko w ograniczonym zakresie
mówi o przydatności nasienia do unasieniania.
Badania nad znalezieniem wykładnika jakości
nasienja tryków, który byłby wskaźnikiern
płodności, zastały skierowane na tor badań nad
zawarto,ścią fr,uktozy, indeksłr-r fruktolizy, ak-
tywności enzymów, jak dehydrogenazy i cyto-
chromc,i<syU",, *' ";-::: :;l, 

1 965).

1. Na podstawie przeprowadzonych obser-
wacji stwierdzono, że dodawanie gliceroiu
w temperatulze *32o nie wpływa na ruchli-
wość pc,odmroże,niu, co stanowi istotne upr,osz-

, czenie rneto,dyczne.
2. Nie stwierdzono istotnvch statystvcznie

różnic w ocenie ruchliwości i w przeżywaniu
nasie,n:a trykow, ro.zcieńczonego rozcieńczaLni-
kami: zółtkowo-cytryniair,ovr.o-glukozowo-glice-
rolowym i mlekowo-zółt}<owo-giukozowo-glice-
rolouym.

AdIeS autora: JeIZy Branny, KrakóW, ul. Bialoprądnicka 4b
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ol a

1827
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7,1
l4,2

0
20,0
25,0

5/80
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4lB0
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4l90
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20-30
20-30
20 ,- 30
20-30

L4
7
6
5
4

Na 36 zainseminowanych doszyjkowo, w .cza-
sie pierwszej rui owiec wykociło się 110/o.

Dyskusja
V/yniki oceny laboratoryjnej nasienia zamTo-

żonego, jakie uzyskano w efekcie przepTowa-
dzonych prac porównawczych nad r,ozcieńczal-
nikami i sposobem dodawania glicerolu, nie
odbiegają od podawanych w literaturze.

Znaczne rczbieżncści w wynikach zakoceń,
jakie uzyskiwano przy stosowaniu nasienia
zamrożanego, wskazują na niedoskonałcść me-
tody, względnie niedostateczne jeszcze opano-

MIECZYSŁAW LEWANDOWSKI

Ptzeżuwacze mają kończynę opieraiącą się
dwoma palcami o podłoże. Palce są oklciążone
dźwiganiem cięzaru ciała niema1 w równym
stopniu; palec przyśrodkowy nieco więcej. \Ąl
przypadku zmian patologicznych, wywołuią-
cych bóI, umiejscowionych nawet w ,iednym

palcu, występuje niepełne obarczanie koiiczy-
ny i kulawizna. Zrntany mogą być różne, r.lch-
wytne wzrokiem, 1ub niczym nie zaznaczalące
się na zewnątrz, Znalezienie ich jest nierzadko
trudne. ReguĘ stosowane przy badaniu koni
często u bydła zawodzą. Kulawizna, maiąca
za pTzycz.ynę stany patcllogiczne w palcach,
może obiawiać się u krowy nie tylko zmniej-
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szeniem stopnia i czasu obarczania kończyny,
ale też w=ykroku.

Ustalenie czy i jaki palec iest chory daje się
u bydła czasem przeprowadzić pTzy ob-
serwowaniu zwietzęcia w ruchu. Odwodzi ono
lub przywoó"zi kańczynę, kiedy chce odciążvć
palec zmieniony patologicznie. Takie o,dwodze-
nie może jednak mieć za przyczynę zml"any
rv górnych odcin!<ach kończynv. Objaw nie iest
przez to dostatecznie pewny.

Okreśienie miejsca, gdzie znajduje się przv-
czyna upośIedzaiąca czynność 7<ończyny przez
uciskanie palcami czy też kleszczami, jest u
bydła najczęściej mało lva.rtościclwe przv sta-
łej tendencji do rł,yrywania podniesionej 1roń-


